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RESUMO 

 

O tomate é um dos principais produtos hortícolas em todo o mundo devido a sua 

importância nutricional e econômica. Entretanto, alguns problemas fitossanitários 

limitam o cultivo dessa hortaliça. Na região Norte do país, a mancha-alvo causada pelo 

fungo Corynespora cassiicola está entre as doenças mais importantes que infectam a parte 

aérea do tomateiro. Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial dos 

óleos essenciais de espécies dos gêneros Lippia, Mentha e Ocimum, no controle da 

mancha-alvo na cultura do tomateiro. Foram realizadas extração dos óleos essenciais, 

análise química dos óleos, avaliação do efeito dos óleos no crescimento micelial do fungo, 

na porcentagem de inibição da esporulação, na porcentagem de inibição da germinação 

dos conídios e na severidade da doença, em casa-de-vegetação. Os valores foram 

submetidos à análise de variância, com auxílio do programa Sisvar versão 5.3, e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significância. Os componentes majoritários dos 

OEs foram, para L. sidoides (timol - 89,1%), M. arvensis (mentol - 89,8%), M. piperita 

(mentol - 38,3%), e O. gratissimum (1,8-cineol - 47,9%). No ensaio in vitro, os óleos 

essenciais de L. gracilis, L. sidoides e M. arvensis inibiram o crescimento micelial e a 

produção de conídios do fitopatógeno. Observou-se também que os óleos dessas espécies 

e o de M. piperita inibiram a germinação dos conídios do fitopatógeno. No ensaio in vivo, 

os óleos essenciais de L. gracilis e L. sidoides reduziram a severidade da mancha-alvo.  

 

Palavras-chave: controle alternativo, metabolismo secundário, proteção, fitopatógenos, 

óleos essenciais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

Tomato is one of the main horticultural crops worldwide due to its nutritional and 

economic importance. However, some phytosanitary problems limit the cultivation of this 

vegetable. In the northern region of the country, the target spot caused by the fungus 

Corynespora cassiicola is among the most important diseases that attack the aerial part 

of the tomato. The objective of this work was to evaluate the potential of essential oils of 

some species of the genera Lippia, Mentha and Ocimum, in the control of the target spot 

in tomato crop. Essential oil extraction, pathogenicity test, chemical analysis of oils, 

evaluation of the effect of oils on mycelial growth index, percentage of inhibition of 

sporulation, percentage of inhibition of germination and evaluation of disease severity in 

greenhouse were evaluated. The analyses of the results were performed with the aid of 

the SISVAR version 5.3 program. The values were submitted to variance analysis and the 

means compared by the Scott-Knott test, at 5% significance. Chemical analysis of 

essential oils revealed the major components for Lippia sidoides (thymol – 89.1%), 

Mentha arvensis (menthol – 89.8%), Mentha piperita (menthol – 38.3 %), and Ocimum 

gratissimum (1.8-cineol – 47.9%). In the in vitro assay, Lippia gracilis, L. sidoides and 

M. arvensis treatments had the lowest mycelial growth index and the highest percentage 

of sporulation inhibition. Regarding the percentage of germination inhibition, the highest 

value was obtained with the treatments Lippia gracilis, L. sidoides, M. arvensis and M. 

piperita. In the in vivo assay, the essential oils of L. gracilis and L. sidoides showed better 

performance in controlling the severity of the disease. 

 

Keywords: alternative control, secondary metabolism, protection, phytopathogen, 

essential oils. 
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1. INTRODUÇÃO 

O tomate (Solanum lycopersicum L.) uma das hortaliças mais consumidas 

mundialmente, apresenta grande importância principalmente do ponto de vista econômico 

e nutricional (LI et al., 2018). A China é o maior produtor mundial de tomate, seguida 

pela Índia, Estados Unidos, Turquia e Egito (FAO, 2019). O Brasil ocupa o oitavo lugar 

no ranking mundial, com produção média mensal de aproximadamente quatro milhões de 

toneladas, em 2020 (IBGE, 2021). 

As enfermidades são os maiores desafios que limitam o cultivo dessa hortaliça em 

todo o mundo, não diferente na região Norte do Brasil. No estado do Amazonas a mancha-

alvo, causada pelo fungo Corynespora cassiicola (Berk e M. A. Curtis) C.T. Wei. é uma 

das doenças mais destrutivas do tomateiro. Devido às condições climáticas favoráveis, 

alta temperatura e umidade, o fungo vem causando epidemias severas nas lavouras, tanto 

em campo, quanto nos cultivos em áreas protegidas. Os sintomas da doença podem ser 

observados nas folhas, pecíolos e frutos da planta, de forma severa, inviabilizando a 

produção (GASPAROTTO et al., 2019). 

Não há, no Brasil, fungicida registrado para o controle da doença no cultivo do 

tomate, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento - Mapa (2021), 

sendo necessário o uso de produtos indicados para outras doenças e culturas. Contudo, os 

possíveis danos provocados pela utilização de defensivos químicos, como fitotoxicidade, 

efeitos residuais e resistência do patógeno, já são bastante conhecidos (BASTOS e 

ALBUQUERQUE, 2004). Como opção para substituir o uso exacerbado de fungicidas, 

surge o controle alternativo de fitopatógenos, apresentando-se como uma forma 

promissora e bastante viável, visando um sistema agrícola sustentável. 

A diversidade de plantas medicinais, abre uma nova perspectiva com potencial de 

substâncias bioativas de interesse biotecnológico para controlar fitopatógenos (COSTA, 

2018). Estudos sobre a atividade dessas espécies vegetais, têm avançado na agricultura, 

visando o controle ou o manejo de doenças causadas por microrganismos nas lavouras. 

Dentro desse contexto, este trabalho avaliou o potencial dos óleos essenciais de algumas 

espécies dos gêneros Lippia, Mentha e Ocimum, no controle da mancha-alvo do 

tomateiro. 
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2.REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE O CULTIVO DO TOMATE 

 

O tomate é um fruto de importância mundial, originário da região andina, na 

América do Sul (NAIKA, et al., 2006). Esta espécie pertence à família Solanaceae, que 

também contêm outras espécies bastante conhecidas, como a batata (Solanum tuberosum 

L.), a berinjela (Solanum melongena L.), o pimentão (Capsicum annuum L.) e as pimentas 

(Capsicum spp). O tomateiro apresenta caule macio e redondo, com várias ramificações 

laterais (ALVES, 2020). O fruto apresenta-se em formato de baga, carnoso e com 

sementes, sendo uma rica fonte de vitaminas A (β caroteno), B1 (tiamina), B2 

(riboflavina), B5 (niacina) e C, fibras, proteínas, carboidratos, minerais e possui baixo 

valor calórico (ALVARENGA e COELHO, 2013). 

As cultivares comerciais são classificadas de acordo com as características dos 

frutos, sendo divididas em três grupos: Santa Cruz, salada e cereja. De acordo com o 

IBGE (2018), o Brasil é o oitavo maior produtor mundial dessa olerícola. A produção 

média mensal, em 2020, foi de 3,91 milhões de toneladas, sendo a produção do estado do 

Amazonas insuficiente para constar na estatística (IBGE, 2021). Entre os estados da 

região Norte do país, o Pará foi o que mais produziu tomate, cerca de 5,8 mil toneladas 

mensais, em 2020, enquanto que os maiores produtores por Unidade Federativa foram 

Goiás, São Paulo e Minas Gerais (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Ranking dos 10 maiores produtores de tomate por Unidade Federativa do país 

– ano 2020. Fonte: IBGE 2021 
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Segundo Fernandes (2016), o baixo nível tecnológico dos produtores e as condições 

ambientais favoráveis à ocorrência de pragas e doenças, são fatores responsáveis pela 

baixa produção da cultura do tomateiro no estado do Amazonas e a região ainda apresenta 

solos ácidos e pobres em nutrientes (LUZ et al., 2002). Além disso, o tomateiro está 

predisposto ao ataque de vários fitopatógenos que podem limitar sua produção, entre eles 

o fungo C. cassiicola e a bactéria Ralstonia solanacearum Smith (1896) (Yabuuchi) et 

al., 1995, agentes causais da mancha-alvo e da murcha bacteriana, respectivamente. Esses 

fitopatógenos são considerados os mais destrutivos para a cultura, na região Norte do 

País. 

 

2.2 O PATOSSISTEMA E PROBLEMAS FITOSSANITÁRIOS DO CULTIVO DO 

TOMATE 

 

Corynespora cassiicola é um fungo Ascomycota mitospórico pertencente à classe 

Dothideomycetes (SCHOCH et al., 2009). Devido a sua distribuição mundial, o fungo 

infecta uma gama de hospedeiras, que vão desde hortaliças, frutíferas e ornamentais a 

plantas invasoras (MENDES et al., 1998; REIS e BOITEUX, 2007). 

A ampla distribuição do patógeno no mundo, faz com que seja responsável por 

enormes prejuízos em lavouras de vários países, mais frequentemente nos trópicos. O 

primeiro relato de C. cassiicola em tomateiro foi em Serra Leoa (WEI, 1950) e, 

posteriormente, na Índia (MOHANTY e MOHANTY, 1955), na Austrália (SIMMONDS, 

1958), nos Estados Unidos (BLAZQUEZ, 1972) e na Nigéria (BLISS et al., 1973). No 

Brasil, os maiores prejuízos são relatados na Região Norte e no Estado do Maranhão 

(LOPES et al., 2005). Foi detectado, pela primeira vez no país, em 1980, em cultivos de 

tomateiro no município de Manaus, Amazonas (ALVES et al., 1985). 

  O fitopatógeno desenvolve-se bem em temperaturas variando de 20 ºC a 32 ºC e 

períodos de alta umidade relativa de 16 a 44 horas (JONES et al., 2014), sendo que no 

tomateiro, a maior severidade da doença ocorre quando a temperatura é de 

aproximadamente 28 °C (PERNEZNY e SIMONE, 1999). O fungo consegue infectar 

tanto plantios em campo, como em cultivos protegidos (SCHLUB et al., 2009). 

Os sintomas ocorrem em diversas partes da planta e se iniciam com pequenas lesões 

na superfície das folhas (Figura 2), aumentando de tamanho, tornando-se circulares com 

coloração marrom-clara, rodeadas por halos amarelos (BLAZQUEZ, 1991). Em ramos e 

pecíolos as lesões são amarronzadas e alongadas, nos frutos jovens, os sintomas iniciais 

são caracterizados por pontuações marrom-escuras e circulares, que aumentam em 
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tamanho, tornam-se marrons com um centro mais claro, podendo rachar e formar 

“crateras” nos frutos. Nos frutos maduros (Figura 2), as lesões são marrons, circulares, 

com centro mais claro, e podem se romper, causando aberturas nos frutos (REIS e 

BOITEUX, 2007). 

A ausência de fungicidas registrados para uso na cultura, juntamente com falta de 

pesquisas sobre o manejo da doença nas condições locais, inviabilizam o cultivo na região 

Norte do país (REIS e MADEIRA, 2009).  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Sintomas de mancha-alvo, causadas por Corynespora cassiicola, em frutos (A) 

e em folha de tomateiro (B). 
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2.3 ÓLEOS ESSENCIAIS COMO MÉTODO ALTERNATIVO PARA O 

CONTROLE DE DOENÇAS DE PLANTAS 

 

De acordo com Nelson e Cox (2011), o conjunto de reações bioquímicas que 

acontecem nas células dos organismos vivos é conhecido como metabolismo celular, 

sendo o mesmo dividido em primário e secundário. Os óleos essenciais (OEs) são 

compostos naturais, originados a partir do metabolismo secundário das plantas (SILVA e 

CASALI, 2000). São substâncias ricas em terpenos e fenóis, voláteis e complexos, 

caracterizados por forte odor e tendo como precursores ácido chiquímico e acetil-CoA 

(MACHADO e JÚNIOR, 2011). Esses metabólitos atuam na proteção das plantas como 

antibacterianos, antivirais, antifúngicos, inseticidas e contra herbívoros (BAKKALI et 

al., 2008). 

A composição química do OEs pode variar envolvendo uma série de compostos 

orgânicos como: terpenos, álcoois simples e terpênicos, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, 

óxidos, cumarinas, ácidos, compostos organossulfurados, entre outros (GODINHO, 

2011). Os terpenos mais abundantes são os monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15). 

A composição química de cada óleo depende da espécie em estudo, cultivar, partes do 

vegetal, da sua armazenagem e conservação e de fatores climáticos (MIRANDA et al., 

2016). 

A efetividade dos OEs no controle de doenças em plantas está ligada à capacidade 

de penetrar na membrana plasmática do fungo, atuando de forma direta, promovendo 

danos irreversíveis às estruturas fúngicas e comprometendo sua integridade celular 

(RASOOLI et al., 2006). Arroyo et al. (2007), verificaram por meio da microscopia 

eletrônica de transmissão, a desorganização e destruição de organelas e, eventualmente, 

a morte celular. A atividade biológica dos OEs pode ser sinérgica havendo uma 

participação combinada de moléculas em consequência de vários constituintes químicos 

dos óleos (ISMAN et al., 2008). Em relação as concentrações mínimas inibitórias (CMI), 

a atuação do óleo varia dependendo do microrganismo (ANTUNES e CAVACOB, 2010). 

Os constituintes dos OEs nas bactérias, têm ação oxidante, o que resulta no dano da 

membrana celular e, consequentemente, na perda de íons e conteúdo da célula, 

ocasionando a desnaturação de proteínas, inativação de enzimas celulares, seguido por 

morte das células bacterianas (BURT, 2004; SAAD, et al., 2013; NIETO, 2017). Nos 

fungos, os OEs atuam desintegrando as hifas, devido aos compostos terpênicos, 

alcoólicos e fenólicos presentes, que são os responsáveis pela atividade antifúngica 

(PANDEY et al., 2017).  A atividade antifúngica dos óleos essenciais, segundo Bakkali 
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et al., (2008) e Costa et al., (2011), pode estar relacionada com sua propriedade 

hidrofóbica, o que significa que ao entrar em contato com o fungo, os componentes do 

óleo interagem com a mitocôndria e os lipídeos da membrana plasmática, alterando a sua 

permeabilidade e causam distúrbios estruturais, o que pode promover a exposição do 

conteúdo celular, inclusive do núcleo. 

A ação dos OEs na bicamada fosfolipídica ocasiona inibição do transporte de 

elétrons e permeabilidade da membrana causando inchaço e reduzindo sua função 

(KNOBLOCH, et al., 1986; DORMAN e DEANS, 2000). Rasooli et al. (2006), relataram 

alterações morfológicas, com a presença de hifas gravemente colapsadas, rompimento da 

membrana plasmática e destruição mitocondrial. Logo, o caráter lipofílico dos OEs lhes 

permite penetrar nas paredes celulares e afetar as enzimas envolvidas na síntese da parede 

celular, alterando as características morfológicas dos fungos e causando morte celular 

(COX et al., 2000).  

É presumido ainda, que os OEs sejam capazes de ativar, nas próprias plantas, 

mecanismos de defesa, os quais induzem a síntese de enzimas antioxidativas nas 

hospedeiras, atuando como importantes indutores de resistência às doenças (VELOSO, 

2016), de forma similar a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato 

peroxidase (APX), guaicol peroxidase (GPOX), glutationa redutase (GR), peroxidases 

(POX) e quitinase (QUI) (GILL e TUTEJA, 2010). Devido a essa diversidade de 

substâncias encontradas nas plantas e suas propriedades antimicrobianas, Celoto et al. 

(2008) propõem que sejam realizados estudos sobre o potencial destas substâncias na 

agricultura. 

 

 

2.4  ÓLEOS ESSENCIAIS UTILIZADOS COMO BIOFUNGICIDAS 

 

2.4.1 Lippia sidoides (Cham.) 

Lippia sidoides ou alecrim-pimenta, como é popularmente conhecido, é um arbusto, 

pertencente à família Verbanaceae, próprio da vegetação nordestina brasileira, com casca 

frágil, folhas aromáticas e flores pequenas, atingindo até três metros de altura (MATOS 

e OLIVEIRA, 1998; LORENZI e MATOS, 2008; FONTENELLE, 2008). 

O óleo essencial de L. sidoides possui como constituintes majoritários o timol, ρ-

cimeno, β-cariofileno (SOARES, 2016). Ainda apresenta outros compostos, como o 

carvacrol, que possui forte atividade contra fungos, bactérias e ação larvicida (GOMES 
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et al., 2011; FURTADO et al., 2005; BOTELHO et al., 2007; FONTENELLE et al., 

2007; SILVA et al., 2008). 

OLIVEIRA et al. (2008) utilizando a concentração de 0,3 µL.mL-1 verificaram que 

o OE de L. sidoides, inibiu o crescimento micelial dos fungos Aspergillus niger Van 

Tieghem, Penicillium sp., Fusarium sp., e Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. cubenses 

(E.f Snith) Snyd e Hans. Em estudo comparativo sobre a atividade antifúngica do OE de 

L. sidoides e dos compostos majoritários timol e carvacrol, contra espécies de Candida 

albicans (Robin) Berkhout, foi comprovado que os três exibiram potente atividade nas 

concentrações mínimas variando de 0,625 mg.mL-1 a 10,0 mg.mL-1 (BOTELHO et al., 

2007). Em estudo, in vivo, para controlar a podridão peduncular de manga, causada pelo 

fungo Lasiodiplodia theobromae (Patouillard) Griffon & Maublanc (sinônimo: 

Botryodiplodia theobromae Pat.), foi observado, na concentração 0,4 µL mL-1, menor 

desenvolvimento de lesões (CRUZ et al., 2012). 

 

2.4.2 Lippia gracilis (Schauer) 

Lippia gracilis é uma espécie aromática originária do Nordeste brasileiro, sendo 

popularmente conhecida como alecrim-da-chapada, alecrim do serrote, alecrim de 

tabuleiro ou cidreira da serra (CAFFARO, 2014). Sua altura pode chegar a 2,5 m, 

apresenta folhas pequenas e flores brancas, ambas com odor bem característico 

(MARCELINO JR et al., 2005). Geralmente, são dessas partes do tecido vegetal que se 

extrai o óleo essencial (CRUZ et al., 2013). 

A análise da composição química do OE de L. gracilis tem evidenciado o timol, o 

carvacrol e o p-cimeno, como componentes majoritários (MATOS et al., 1999). Estudos 

têm demonstrado, para o OE de L. gracilis, atividade larvicida (SILVA et al., 2008a), 

inseticida (PEREIRA et al., 2008), antibacteriana (DANTAS et al., 2010), acaricida 

(CRUZ et al., 2013), anticancerígena (FERRAZ et al., 2013) e antifúngica e antioxidante 

(FRANCO et al., 2014). Componentes presentes no óleo de L. gracilis, como o timol e 

carvacrol, apresentaram atividade antifúngica envolvendo a inibição da biossíntese do 

ergosterol e causando lesões graves às membranas e paredes celulares dos fungos que 

resultaram na morte das células fúngicas (AHMAD et al., 2011).  

Avaliando a atividade antimicrobiana do OE de L. gracilis contra os fungos 

Geotrichum candidum Link e Pers., Trichoderma viride Pers., Torula herbarum (Pers. 

Link., Paecillomyces sp., Fisicoccum sp., Aspergillus flavus Link. e A. niger, 
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Albuquerque et al.  (2006) observaram inibição no crescimento micelial nas 

concentrações a partir de 440 μL.L-1 enquanto que, BARBOZA (2015), observou inibição 

total do crescimento de Alternaria sp. na concentração de 750 μL.L-1. Ugulino et al. 

(2018), verificaram que o OE de L. gracilis inibiu em 100% o crescimento micelial de 

Macrophomina phaseolina (Tassi.) Goid., em todas as concentrações testadas (0,4; 0,6; 

0,8; e 1%).   Por outro lado, Costa-Carvalho (2011) estudando o efeito do OE de L. 

gracilis sobre o crescimento de Thielaviopsis paradoxa (De Seyn) Hölh não observou 

inibição no crescimento micelial nas concentrações de 0,2 μL.mL-1; 0,5 μL.mL-1; 1,0 

μL.mL-1 e 3,0 μL.mL-1. 

 

2.4.3 Mentha arvensis L. 

Mentha arvensis pertence à família Lamiaceae também conhecida como menta 

japonesa e pimenta japonesa é uma espécie de interesse econômico, devido ao seu OE 

possuir várias aplicações industriais, sua origem é asiática, mas seu cultivo ocorre em 

todo o mundo (FREITAS et al., 2004; DA SILVA e MELLO, 2021). O mentol é o 

composto majoritário do OE dessa espécie (PAULUS et al., 2007). 

Alguns estudos avaliando o efeito inibidor do OE desse vegetal contra 

microrganismos patogênicos vêm sendo desenvolvidos (DINIZ et al., 2008). CHAUSSÊ 

et al. (2011) constataram que 0,75 μL.mL-1 do óleo de M. arvensis foi eficiente na inibição 

do crescimento micelial de Moniliophthora perniciosa (Stahel) Singer. Silva et al. (2012) 

verificaram que o OE de M. arvensis, na concentração de 100 μL.mL-1, inibiu o 

crescimento micelial dos fungos Aspergillus sp., Penicillium rubrum Stoll, Sclerotinia 

sp., Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg e C. cassiicola e PEIXINHO et al. 

(2017) observaram que o óleo essencial de M. arvensis foi capaz de inibir, em 100%, o 

crescimento micelial de L. theobromae, em todas as concentrações testadas (0,25%; 

0,5%; 1,0%; 1,5%; 2,0%).  
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2.4.4 Mentha piperita L. 

Mentha piperita, conhecida popularmente como hortelã-pimenta, é uma erva 

aromática, com aproximadamente 30 a 90 cm de altura (MAHENDRAN; RAHMAN, 

2020). A espécie é nativa da Europa, mas pode ser encontrada em todo o mundo, com 

ampla distribuição na América do Norte e África (SINGH et al., 2015). 

O OE de M. piperita é rico em mentona (14-32%) e mentol (30-50%) (CARDOSO 

et al., 2001). A concentração dessas substancias torna-se determinante para as 

propriedades bioativas do óleo essencial (SOUSA GUEDES et al., 2016). Extrato e 

frações do OE de Menta piperita, a 20 mg.mL-1, foram efetivos na inibição de Pheritima 

posthuma L. Vaillant (GIRME et al., 2006). Extratos preparados com diclorometano e 

metanol de M. piperita demonstraram forte atividade contra espécies de leveduras do 

gênero Candida (HÖFLING et al., 2010).  

 

 

2.4.5 Ocimum gratissimum L. 

Ocimum gratissimum, pertence à família Lamiaceae, conhecido popularmente 

como alfavaca-cravo, é um subarbusto aromático, lenhoso, ereto, com até 1,0 m de altura, 

originário da Ásia e África e subespontâneo em todo território brasileiro (MARTINS, 

2006). 

O OE da parte aérea de O. gratissimum, analisado por cromatografia gasosa e 

espectroscopia de massa (CG/MS) JOSHI (2013), identificou o eugenol (75,1%) como o 

principal constituinte, compreendendo 99,3% do total do óleo. Padalia et al. (2014) 

encontrou 78,0% de eugenol na composição do OE. 

O OE extraído dessa planta apresenta potencial atividade no controle de diversos 

microrganismos. Silva et al. (2005) demonstraram atividade, in vitro, contra fungos 

dermatófitos, em concentrações de 125 μg.mL-1. Avaliando a atividade do OE e extratos 

de O. gratissimum contra Cryptococcus neoformans (San Felice) Vuill, Lemos et al., 

(2005) verificaram que o eugenol inibiu o crescimento do fungo na concentração de 0,9 

µg.mL-1, enquanto Faria et al. (2006) verificaram inibição do crescimento micelial dos 

fungos fitopatogênicos Botryosphaeria rhodina (Berk & M.A. Curtis) Arx. e de duas 

espécies de Alternaria spp., isolados de tomateiro. 
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3. OBJETIVOS 

Geral 

Avaliar o potencial fungitóxico dos óleos essenciais de L. gracilis, L. sidoides, M. 

arvensis, M. piperita e O. gratissimum, na inibição do fungo C. cassiicola e no controle 

da mancha-alvo em tomateiro. 

 

 

Específicos 

 Identificar os componentes majoritários dos óleos essenciais por cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massa (CG/MS). 

 Avaliar os efeitos in vitro, das diferentes concentrações dos óleos essenciais, sobre 

o crescimento micelial, esporulação e germinação de conídios de C. cassiicola. 

 Avaliar os sintomas e o efeito in vivo dos óleos essenciais no controle da mancha- 

alvo do tomateiro, em casa de vegetação.   

   

4.  METODOLOGIA 

Os experimentos foram conduzidos em três etapas, a primeira, no Laboratório de 

Plantas Medicinais e Fitoquímica da Embrapa, Amazônia Ocidental, a segunda no 

Laboratório de Fitopatologia do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazônia (Inpa) 

campus III e a última em casa de vegetação no campus III do Inpa, todos em Manaus, 

AM.   

Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) a diferença entre 

as médias dos tratamentos, quando significativa, foi submetida a teste de separação de 

médias de Tukey a 5% utilizando os programas SISVAR e Excel. 

 

4.1 OBTENÇÃO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS  

Utilizaram-se neste trabalho, OEs de cinco espécies vegetais (L. gracilis, L. 

sidoides, M. arvensis, M. piperita e O. gratissimum) fornecidos pelo Laboratório de 

Plantas Medicinais e Fitoquímica da Embrapa Amazônia Ocidental. A obtenção dos OEs 

se deu por hidrodestilação em aparelho de Clevenger. Ao final da extração, os óleos foram 

armazenados em frascos de vidro âmbar. A massa foi registrada e, em seguida, 

armazenados sob refrigeração a 4 ºC até o momento do uso. 
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4.2 OBTENÇÃO DOS ISOLADOS E TESTE DE PATOGENICIDADE 

Neste estudo foi utilizado o isolado (Inpa 2672) de C. cassiicola pertencente à 

Coleção de Microrganismo de Interesse Agrossilvicultural do INPA, que se encontrava 

armazenado pelo método de Castellani (CASTELLANI, 1939). O método consiste na 

transferência de blocos de meio BDA, contendo os microrganismos, para um frasco com 

água esterilizada (COSTA e FERREIRA, 1991; DELLARETTI, 2014). O fungo foi 

reativado em placas de Petri, contendo 20 mL de meio de cultura BDA (batata, dextrose 

e ágar), preparado com a água do cozimento de 200 g de batata, 20 g de dextrose e 20 g 

de ágar, por litro de meio. Fragmentos de colônias dos isolados foram transferidos para 

placas de Petri contendo o meio BDA e incubados por dez dias, a 25 ± 2 ºC, sob luz 

contínua, para estimular a produção de conídios.  

Preparou-se uma suspensão de 106 conídios.mL-1 de C. cassiicola, através do 

método de pulverização foi inoculada 20 mL da suspensão no tecido foliar de cada muda 

sadia de tomateiro da cultivar 'Yoshimatsu', com 30 dias após a germinação. Nas 

testemunhas aplicou-se água destilada esterilizada. Posteriormente, as mudas foram 

mantidas em câmara úmida 70 ± 2 UR% a 30 ± 2 ºC, por vinte e quatro horas, em casa-

de-vegetação. Após 48 horas da inoculação realizou-se a avaliação da incidência da 

doença, nas mudas. A partir das lesões, foi realizado o isolamento direto do fungo, em 

meio BDA acrescido de 100 mg.L-1 do antibiótico ampicilina (OLIVEIRA et al., 2019). 

Após o desenvolvimento das colônias do fungo em BDA, o patógeno foi submetido a 

identificação, utilizando microscópio óptico para confirmar o teste de patogenicidade. 

 

 

4.3 ANÁLISE QUÍMICA DOS ÓLEOS ESSENCIAIS 

Foram realizadas análises de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas GC-MS dos OEs (L. sidoides, L. gracilis, M. arvensis, M. piperita e O. 

gratissimum), utilizando um cromatógrafo de gás Trace Ultra acoplado ao sistema GC-

MS Quadruplo Único Série ISQTM e um espectrômetro de massa quadrupolo único 

(ambos da Thermo Scientific). Antes da injeção, o óleo volátil (1 mg) foi diluído em 

acetato de etila (1 mL).  

Para cada amostra, 1 µL foi injetado com proporção de divisão de 1:50 para uma 

coluna capilar DB5/MS por TR-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm). A temperatura do forno 
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foi programada de 60 a 240 ºC, aumentando 3 ºC min-1, usando hélio como gás de arraste 

e com uma injeção de temperatura a 240 ºC e uma temperatura de interface de 250 ºC. O 

espectrômetro de massa foi ajustado da seguinte forma: temperatura da fonte de íons, 220 

ºC; faixa de massa, m/𝑧 40-600 e velocidade de varredura, 2 s. Utilizou-se o software 

Xcalibur v.2.2 para o controle e processamento dos dados de aquisição. A identificação 

do composto foi realizada comparando os espectros de massa obtidos, com os disponíveis 

em bibliotecas comerciais (NIST, ADAMS e biblioteca interna). 

 

4.4 AVALIAÇÕES ANTIFÚNGICAS IN VITRO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS NO 

CRESCIMENTO MICELIAL DOS ISOLADOS DE Corynespora cassiicola 

Os testes in vitro foram realizados no Laboratório de Fitopatologia (Inpa) e 

conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 5 x 6 

(cinco óleos essenciais x seis concentrações), com cinco repetições, sendo cada placa de 

Petri, com uma cultura fúngica tratada com óleo essencial, uma unidade experimental. As 

análises dos resultados foram realizadas com auxílio do Programa Sisvar versão 5.3. Os 

valores foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de 

Tukey, a 5% de significância. 

 Os OEs das espécies L. sidoides, L. gracilis, O. gratissimum, M. arvensis e M. 

piperita foram utilizados nas concentrações: 1,2%, 1,0%, 0,7%, 0,5%, 0,2% e 0,0%, 

sendo esta última, o controle negativo. Os cálculos foram realizados para uma porção de 

75 mL de meio de cultura BDA para cada tratamento. Em câmara de fluxo laminar, as 

concentrações específicas dos OEs foram adicionadas ao meio de cultura (BDA) 

fundente, com o emulsificante Tween 80 (0,5%). Posteriormente, em cada placa de Petri, 

foram vertidos 15 mL de meio de cultura com as respectivas concentrações dos OEs 

(SARMENTO-BRUM, 2012). 

Um disco de 0,7 cm de diâmetro, contendo o micélio do isolado, retirado de colônia 

com 11 dias de crescimento, em meio de BDA, foi depositado, em posição invertida, no 

centro de cada placa de Petri, contendo meio BDA acrescido dos OEs. As placas foram 

então seladas com filme PVC (TOFFANO, 2010), identificadas e incubadas em estufa 

BOD, a 25 °C, sob fotoperíodo de 12 h (GRIGOLETTI JÚNIOR e LAU, 1999). 

A atividade antifúngica in vitro dos OEs foi avaliada através da medição diária dos 

diâmetros (cm) das colônias, em dois sentidos perpendiculares entre si, tomando-se como 
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valor de crescimento a média das duas medidas (CHAGAS et al., 2014) as avaliações 

iniciaram após 24 h de incubação.  

A avaliação do efeito das diferentes concentrações dos OEs foi finalizada quando o 

crescimento micelial de pelo menos um dos tratamentos cobriu totalmente a superfície do 

meio de cultura (9 dias). Realizaram-se avaliações, calculando a porcentagem de inibição 

do crescimento micelial dos OEs, em relação à testemunha, utilizando a fórmula de 

BASTOS (1997). 

 

𝑃𝐼𝐶 =  
𝐷𝑇𝑒 − 𝐷𝑇𝑟

𝐷𝑇𝑒
 𝑥 100 

 

Onde:  

PIC = Porcentagem de inibição do crescimento micelial. 

DTe = Diâmetro da testemunha. 

DTr = Diâmetro do tratamento. 

 

 

4.5 AVALIAÇÕES DA PRODUÇÃO DE CONÍDIOS DE Corynespora cassiicola 

SUBMETIDOS AOS TRATAMENTOS COM ÓLEOS ESSENCIAIS 

A avaliação da produção de conídios foi realizada no Laboratório de Fitopatologia 

(Inpa) e conduzida em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 

5 x 6 (cincos óleos essenciais e seis concentrações), com três repetições. As análises dos 

resultados foram realizadas com auxílio do Programa SISVAR versão 5.3. Os valores 

foram submetidos a análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 

5% de significância. 

Após o término das avaliações de crescimento micelial, as colônias permaneceram, 

por mais dois dias, sob iluminação contínua fornecida por lâmpadas fluorescentes (luz 

branca 20W), localizadas 80 cm acima das placas, com o objetivo de induzir uma maior 

produção de conídios do fungo. Depois desse período, foi preparada uma suspensão de 

conídios, para cada tratamento, adicionando-se 10 mL de água destilada esterilizada às 

placas contendo os isolados de C. cassiicola e raspando-se cuidadosamente a superfície 

da colônia com lâmina de vidro, para liberação dos conídios SILVA (2015). Em seguida, 

ajustou-se o volume da suspensão para 20 mL. 
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Uma alíquota, de 50 µL, foi depositada em câmara de Neubauer espelhada e os 

conídios foram quantificadas, três vezes, em cada tratamento e calculada a média do 

número de conídios.mL-1. Foram contados todos os conídios presentes em cada gota nas 

4 extremidades da câmara de Neubauer, com o auxílio do microscópio de luz sob objetiva 

de 40 x para obtenção do número de conídios.mL-1 (BEZERRA, 2009). 

A porcentagem de inibição da esporulação (PIE) foi obtida por meio da fórmula 

usada por Fernandes et al. (2015): 

 

𝑃𝐼𝐸 =
𝐸𝑇𝑒 − 𝐸𝑇𝑟

𝐸𝑇𝑒
 𝑥 100 

 

Onde: 

PIE = Percentagem de inibição da esporulação. 

ETe = Esporulação da testemunha. 

ETr = Esporulação do tratamento.  

 

4.6 AVALIAÇÃO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS NA GERMINAÇÃO DE CONÍDIOS 

DE Corynespora cassiicola 

Os testes da germinação de conídios foram realizados no Laboratório de 

Fitopatologia (Inpa) e conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em 

esquema fatorial 5 x 6 (cincos óleos essenciais e seis concentrações), com três repetições 

por tratamento. As análises dos resultados foram realizadas com auxílio do Programa 

SISVAR versão 5.3. Os valores foram submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significância. 

Para verificar o efeito dos óleos essenciais na germinação de conídios, culturas 

obtidas do reisolamento do teste de patogenicidade de C. cassiicola, foram repicadas para 

meio de cultura BDA, em placas de Petri de 90 x 15 mm. 

A quantificação da germinação dos conídios foi realizada em microscópio ótico 

com aumento de 400x. Alíquotas de 40 μL da suspensão 106 conídios.mL-1 de C. 

cassiicola foram transferidas para cavidades de placas de ensaio imunoenzimático - 

ELISA. Em seguida, foram adicionados OEs nas diferentes concentrações. As placas 

ficaram mantidas em câmara úmida, em estufa, à 22 ºC ± 2 ºC, com fotoperíodo de 12 h, 

durante 24 horas. Após esse período, foram adicionados 20 μL de lactofenol (REGENTE 

et al., 1997) para paralisação da germinação dos conídios. Foram contados 100 conídios 
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por repetição e considerados germinados, quando o comprimento do tubo germinativo foi 

maior ou igual a largura do conídio (AMORIM et al., 2011). 

A porcentagem de germinação foi obtida por meio da fórmula usada por BRITO e 

NASCIMENTO (2015): 

 

𝑃𝐼𝐺 =
𝐺𝑇𝑒 − 𝐺𝑇𝑟

𝐺𝑇𝑒
 𝑥 100 

 

Onde: 

PIG = Percentagem de inibição da germinação. 

GTe = Germinação da testemunha. 

GTr = Germinação do tratamento. 

 

4.7 EFEITO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS NA SEVERIDADE DA MANCHA-

ALVO, EM TOMATEIROS, EM CASA-DE-VEGETAÇÃO 

O experimento foi instalado no Inpa, em casa-de-vegetação, com laterais abertas, 

com cobertura de filme de polietileno transparente, e conduzidas no período de outubro a 

novembro de 2019, em delineamento inteiramente casualizado, com treze tratamentos e 

cinco repetições, totalizando 65 unidades experimentais. As análises dos resultados foram 

realizadas com auxílio do Programa SISVAR versão 5.3. Os valores foram submetidos à 

análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significância. 

Mudas da cultivar 'Yoshimatsu' foram produzidas em copos plásticos, com 

capacidade de 180 mL, semeando-se duas sementes, por recipiente, contendo substrato 

para Plantimax HT® (BEZERRA, 2009). A irrigação foi realizada duas vezes ao dia. Sete 

dias após a germinação, realizou-se o desbaste das plântulas deixando-se uma planta em 

cada copo (BEZERRA, 2009). 

Decorridos 26 dias da germinação, as mudas foram transplantadas para vasos de 

plásticos, com a capacidade de 5 L, contendo mistura de terriço e esterco de galinha bem 

curtido, na proporção de 4:1, sob irrigação diária. Os vasos foram distribuídos 

inteiramente ao acaso, no experimento.  

Decorrido 12 dias do transplante, foi realizada a primeira aplicação dos óleos 

essenciais (Figura 3) utilizando o método de pulverização, de forma a ativar mecanismos 

de defesa das plantas. Os tratamentos avaliados estão descritos na Tabela 1. 

 



32 
 

 

Tabela 1: Dosagens de óleos essenciais utilizadas para avaliar o efeito na severidade da 

mancha-alvo em tomateiro, utilizando o método de pulverização. 

 

 

Para preparação da suspensão de conídios utilizaram-se colônias de C. cassiicola 

obtidas do reisolamento do teste de patogenicidade, com 10 dias de cultivo em meio BDA. 

Para preparar a suspensão, adicionaram-se 10 mL de água destilada esterilizada e, com o 

auxílio de uma alça de Drigalski, foi raspada a superfície da colônia, para a liberação dos 

conídios. A suspensão foi filtrada em dupla camada de gaze e ajustada para 106 

conídios.mL-1. Os OEs foram diluídos em água destilada esterilizada (180 mL), para as 

concentrações de cada tratamento com adição de agente emulsificante (Tween 80 a 0,5%). 

Após 48 h da primeira aplicação dos óleos, foi realizada a inoculação do patógeno 

(Figura 3), utilizando um pulverizador manual e aplicando a suspensão de conídios em 

toda a parte aérea da planta, até o ponto de escorrimento. As mudas permaneceram em 

câmara úmida, preparada com saco plástico transparente, por 24 h. Após quatro dias, 

Tratamentos Concentração (%)  
Dosagem aplicada 

(mL) 

T1: Lippia sidoides 0,2 30 

T2: Lippia sidoides 1,0 30 

T3: Lippia gracilis 0,2 30 

T4: Lippia gracilis 1,0 30 

T5: Mentha piperita 0,2 30 

T6: Mentha piperita 1,0 30 

T7: Mentha arvensis 0,2 30 

T8: Mentha arvensis 1,0 30 

T9: Ocimum gratissimum 0,2 30 

T10: Ocimum gratissimum 1,0 30 

T11: controle negativo água destilada 30 

T12: controle negativo suspensão de conídios 106 30 

T13: controle positivo Fungicida Carbendazim 0.8 á 1 L p.c.ha 
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amostras foliares foram coletadas e levadas ao laboratório para observação dos sinais do 

patógeno sob microscópio estereoscópico.  

Os tratamentos com os OEs foram repetidos, semanalmente, cobrindo toda parte 

aérea das plantas, aplicados com o auxílio de pulverizador manual, durante 32 dias, 

totalizando quatro aplicações. Aproximadamente 30 mL da emulsão de óleo essencial 

foram aplicados em cada planta, em cada aplicação. 

As avaliações foram realizadas semanalmente, no período da manhã, totalizando 

quatro avaliações (Figura 3).
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Figura 3: Esquema das atividades realizadas no experimento de avaliação do efeito dos óleos essenciais sobre a severidade da mancha alvo 

(Corynespora cassiicola) em tomateiro.
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A severidade (%) da doença foi avaliada nas folhas de todas as unidades experimentais. 

Foi utilizada uma escala diagramática (Figura 4) composta de cinco níveis de severidade, 

adaptada de COSTA (2012). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Escala de notas para avaliação da severidade de mancha-alvo (Corynespora 

cassiicola) em folíolos de tomateiro. Adaptado por COSTA (2012). 

 

 

5.   RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 IDENTIFICAÇÃO DOS COMPONENTES MAJORITÁRIOS DOS ÓLEOS 

ESSENCIAIS 

Os fitoconstituintes nos óleos essenciais foram identificados por Cromatografia 

Gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS). A constituição química, os 

tempos de retenção, índices de retenção calculados e tabelados e os teores em 

porcentagem (calculados por normalização de áreas) para cada OE encontram-se nas 

Tabelas 2 a 5 e nas Figuras 5 e 6 são apresentados os perfis cromatográficos dos OEs.  
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Figura 5: Perfis cromatográficos dos óleos essenciais de Lippia sidoides (A) e de Ocimum 

gratissimum (B). 
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Figura 6: Perfis cromatográficos dos óleos essenciais de Mentha piperita (C) e de Mentha 

arvensis (D). 
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O OE de L. sidoides apresentou como constituinte majoritário o fenol timol (89,1%) 

(Tabela 2). Outros compostos também foram detectados, porém, em percentuais 

inferiores.  

Tabela 2: Composição química (%) do óleo essencial de Lippia sidoides Cham 

determinada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas CG/MS, 

tempos de retenção e índices de Kovats. 

TR – Tempo de Retenção, na colunaTR5, de acordo com Adams (2017); IK Lit. - Índice Kovats 

encontrados na literatura (Adams); IK Cal. - Índice Kovats calculados; % - porcentagem 

Análises fitoquímicas do OE de L. sidoides, realizadas em estudos anteriores, 

também revelaram o timol como constituinte majoritário. A estrutura molecular do timol 

está apresentada na Figura 7. Veras et al. (2014) observaram teor de 84,9% de timol no 

OE de L. sidoides, seguido por p-cimeno (5,33%) e etil metil carvacrol (3,01%). Morais 

(2014), encontrou, no OE de L. sidoides 61,59% de timol, seguido por 9,08% de (E)-

cariofileno e de 8,94% de ρ-cimeno. Brito et al. (2015), encontraram o 84,95% de timol, 

seguido por p-cimeno (5,33%), éter metil carvacrol (3,01%), 1,8-cineol (1,68%), y-ter 

pineno (1,31%), β-cariofileno (1,17%) e carvacrol (0,41%). Resultados similares aos 

encontrado neste estudo. Por outro lado, Oliveira (2019), estudando os constituintes 

majoritários do OE de L. sidoides encontrou os teores de 29,99% de p-cimeno, 14,55% 

de timol, 13,18% de cineol, 12,52% de cariofileno e 6,68% de ρ-Mentha-1,3,8-trieno.  

A principal justificativa da variação dos constituintes majoritários do OE, está 

ligada a fatores genéticos da espécie, além da influência dos fatores edafoclimáticos, da 

forma de extração dos OEs e da parte da planta que está sendo analisada. Cezarotto 

(2009), afirma que altas temperaturas, o ritmo circadiano, a idade e o estágio de 

desenvolvimento da planta são fatores que podem explicar a variação nos teores dos 

constituintes do OE. 

 

 

 

 

Composto TR (min) IK Lit. IK Calc. (%) 

p-cimeno 12,72 1020 1021 6,34 

Timol 22,65 1290 1192 89,1 

β-cariofileno 26,64 1419 1314 4,53 

TOTAL    99,97 
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Figura 7: Estrutura molecular do fenol timol, principal constituinte do óleo 

essencial de Lippia sidoides (FLAMINI, 2012) 

 

Em O. gratissimum os componentes majoritários encontrados foram, óxido 1,8-

cineol (47,9%) e fenol eugenol (17,7%) (Tabela 3). A estrutura molecular dos compostos 

majoritários está apresentada na Figura 8. 

 

Tabela 3: Composição química (%) do óleo essencial de Ocimum gratissimum L., 

determinada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas CG/MS, 

tempos de retenção e índices de Kovats. 

TR – Tempo de Retenção, na colunaTR5, de acordo com Adams (2017); IK Lit. - Índice Kovats 

encontrados na literatura (Adams); IK Cal. - Índice Kovats calculados; % - porcentagem 

Análises fitoquímicas do OE de O. gratissimum realizadas por diferentes autores, 

confirmam a presença dos mesmos compostos majoritários encontrados neste trabalho. 

Mohr et al. (2017), avaliando a composição do OE de O. gratissimum, detectaram via 

Composto TR (min) IK Lit. IK Calc. (%) 

α-pineno 9,18 932 930 1,55 

β-pineno 10,8 974 972 4,08 

o-cimeno 12,72 1026 1021 3,6 

1,8-cineol 12,95 1031 1027 47,9 

Linalol 15,69 1096 1097 2,03 

α-terpineol 18,96 1188 1186 1,63 

Timol 22,66 1290 1292 2,91 

Carvacrol 22,96 1299 1301 1,11 

Eugenol 24,68 1359 1353 17,7 

β-cariofileno 26,65 1419 1414 4,94 

β-selineno 28,71 1490 1479 10,1 

α-selinene 28,99 1498 1488 2,45 

TOTAL    100 
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GC-MS, o linalol (32,9%) e 1,8-cineol (21,9%). Alvarenga (2018), identificou o eugenol 

(89,42%) como constituinte majoritário em folhas frescas. Melo et al. (2019), 

identificaram 19 compostos na amostra, sendo o mais abundante eugenol (74,83%), 

seguido por 1,8-cineol (15,16%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 8: Estrutura molecular do óxido 1,8-cineol (A), segundo Flamini (2012), e do 

fenol eugenol (B), segundo Gazolla et al. (2018), principais constituintes do óleo 

essencial de Ocimum gratissimum. 

 

Para a espécie M. piperita foram identificados como componentes majoritários, o 

monoterpenol mentol (38,3%), o éster acetato de lavandulil (20,5%) e a cetona mentona 

(16,4%) (Tabela 4). Suas estruturas moleculares encontram-se na Figura 9.  

Tabela 4: Composição química (%) do óleo essencial de Mentha piperita, determinada 

por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas CG/MS, tempos de 

retenção e índices de Kovats. 

TR – Tempo de Retenção, na colunaTR5, de acordo com Adams (2017); IK Lit. - Índice Kovats 

encontrados na literatura (Adams); IK Cal. - Índice Kovats calculados; % - porcentagem 

Composto TR (min) IK Lit. IK Calc. ( % ) 

α-pineno 9,18 932 930 1,00 

β-pineno 10,8 974 972 1,38 

Menteno <3-ρ-> 

Limoneno 

11,54 

12,93 

987 

1029 

991 

1026 

0,59 

7,07 

Mentona  17,57 1152 1148 16,4 

Menthofuran 17,95 1164 1159 7,41 

p-Mentha-1,5-dien-8-ol 18,03 1170 1161 2,01 

Mentol 18,37 1171 1170 38,3 

Pulegona 20,63 1237 1234 4,5 

Butanoato de octeno-3-ol <1-> 21,95 1282 1272 0,84 

Acetato de lavandulil 22,61 1290 1291 20,5 

TOTAL    100 

A) B) 



41 
 

Os resultados obtidos coincidem com os já descritos para o OE de M. piperita. 

Guedes et al., (2016), identificaram, como constituintes majoritários, do OE, o mentol 

(56,85%) e Iseppi et al., (2020), a mentona (7,8%). Hsouna et al. (2019) encontraram o 

mentol (33,59%) e isso-mentona (33,00%) como constituintes majoritários.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Estrutura molecular do mentol (A), da mentona (B), segundo Flamini (2012), 

e do acetato de lavandulil (C), segundo Hamilton et al. (2005), principais constituintes do 

óleo essencial de Mentha piperita. 
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O principal componente detectado no OE de M. arvensis foi o monoterpenol 

mentol (89,8%) (Tabela 5). Sua estrutura molecular encontra-se na Figura 9a. 

 

Tabela 5: Composição química (%) do óleo essencial de Mentha arvensis determinada 

por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas CG/MS, tempos de 

retenção e índices de Kovats. 

TR – Tempo de Retenção, na colunaTR5, de acordo com Adams (2017); IK Lit. - Índice Kovats 

encontrados na literatura (Adams); IK Cal. - Índice Kovats calculados; % - porcentagem 

Os resultados obtidos, em relação à composição do OE de M. arvensis, estão de 

acordo com os já descritos na literatura. Brito (2007), avaliando a composição química 

do OE de M. arvensis, por CG-MS, encontrou o mentol (51,32%) e o acetato de mentila 

(6,15%) como constituintes majoritários. Manh e Tuyet (2020), identificaram como 

constituintes majoritários, o mentol (66,04%), o metil acetato (22,19%), a mentona 

(2,51%) e o limoneno (2,04%).  

 

5.2 EFEITO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS NO CRESCIMENTO MICELIAL DE 

ISOLADO DE Corynespora cassiicola 

 

Dos OEs avaliados sobre o crescimento micelial de C. cassiicola, apenas o OE de 

M. piperita (0,2%) não teve efeito na inibição do crescimento micelial, pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. Nas demais concentrações e OEs verificou-se inibição total 

do crescimento micelial (Tabela 6).  

 

Tabela 6: Índice de crescimento micelial (ICM) de Corynespora cassiicola, cultivado em 

meio BDA contendo diferentes concentrações de óleos essenciais, durante 9 dias. 

 

 

[%] 

OE 

Índice de crescimento micelial (cm.dia-1) 

Lippia 

sidoides 

Lippia 

gracilis 

Mentha 

piperita 

Mentha 

arvensis 

Ocimum 

gratissimum 

     

0,0 1,56 a 1,56 a 1,56 a 1,56 a 1,56 a 

0,2 0,24 b 0,23 b 0,78 a 0,26 b 0,39 b 

0,5 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 

0,7 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 

Composto TR (min) IK Lit. IK Calc. (%) 

Limoneno 12,88 1029 1025 1,68 

Mentona 17,56 1152 1148 4,6 

Isso mentona 17,93 1162 1158 2,18 

Mentol <neo-> 18,03 1165 1161 1,71 

Mentol 18,4 1171 1141 89,8 

TOTAL    99,97 
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1,0 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 

1,2 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 

CV (%) 11,97     
Valores seguidos da mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 

5% de probabilidade. 

 

Todos os OEs testados, e concentrações utilizadas apresentaram atividade inibitória 

sobre o crescimento micelial de C. cassiicola. No entanto, somente a partir da 

concentração 0,5% houve inibição total do crescimento micelial do patógeno, com 

valores de diâmetro da colônia de 0,70 cm (Tabela 7). Mostrando que quanto maior for a 

dosagem aplicada, maior será a atividade fungicida do óleo essencial. No tratamento 

controle sem adição de OE, o crescimento micelial foi superior a 7,70 cm de diâmetro 

(Tabela 7). 

 

 

 

 

Tabela 7: Diâmetro da colônia (cm) de C. cassiicola, cultivado em meio BDA acrescido 

de diferentes concentrações de óleos essenciais, durante 9 dias. 

 

 

 

[%] 

OE 

Diâmetro da colônia (cm) 

Lippia 

sidoides 

Lippia 

gracilis 

Mentha 

piperita 

Mentha 

arvensis 

Ocimum 

gratissimum 

     

0,0 7,79 a 7,79 a 7,79 a 7,79 a 7,79 a 

0,2 1,23 b 1,17 b 3,90 b 1,32 b 1,93 b 

0,5 0,70 c 0,70 c 0,70 c 0,70 c 0,70 c 

0,7 0,70 c 0,70 c 0,70 c 0,70 c 0,70 c 

1,0 0,70 c 0,70 c 0,70 c 0,70 c 0,70 c 

1,2 0,70 c 0,70 c 0,70 c 0,70 c 0,70 c 

CV (%) 16,81     
Valores seguidos da mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 

5% de probabilidade. 

 

A presença dos metabolitos fenólicos (timol e carvacrol) no OE de L. gracilis pode 

explicar a inibição do crescimento micelial (Figura 10a) de C. cassiicola cultivado em 

meio BDA contendo OE de L. gracilis nas concentrações a partir de 0,5%. Numpaque et 

al. (2011), investigando por 10 dias a ação do timol sobre os fitopatógenos Colletotrichum 

acutatum Simmonds e L. theobromae e observaram que o timol, na concentração de 150 

µg.mL-1 e em concentrações superiores, inibiu totalmente o crescimento micelial de 

ambos os fungos. Almeida et al. (2010), constataram que o timol, em concentrações a 
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partir de 500 µg.mL-1, inibiu totalmente o crescimento micelial de C. cassiicola. Romero 

et al. (2013), observaram que o monoterpeno carvacrol inibiu completamente o 

crescimento micelial de C. cassiicola, nas concentrações de 500 μg.mL-1; 1000 μg.mL-1 

e 5000 μg.mL-1. Romero et al. (2013), esclarecem que os monoterpenos timol e carvacrol 

possuem atividade antimicrobiana contra amplo espectro de microrganismos. Já a 

atividade antifúngica pode ser explicada, segundo Zambonelli et al. (1996), pela 

degeneração das hifas, que causa a liberação do conteúdo celular. Acredita-se, que o 

potencial antimicrobiano de compostos fenólicos, como o carvacrol e o timol, se deva à 

presença de um grupo hidroxila (OH) no anel fenólico, que lhes confere um alto poder 

reativo. 

Os compostos bioativos presentes em L. sidoides, dentre os quais os majoritários 

(timol, para-cimeno e beta-cariofileno), podem ser os principais responsáveis pela 

destacada atividade antimicrobiana, capaz de inibir o crescimento micelial (Figura 10b) 

de C. cassiicola em até 100% nas concentrações de 375 µg.mL-1 e superiores. Marei et 

al. (2012) investigando a ação de 12 monoterpenos, sobre o crescimento micelial de 

quatro espécies de fungos fitopatógenos (Rhizoctonia solani Kuhn, F. oxysporum, 

Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. e A. niger), concluíram que o composto de maior 

eficácia foi o timol. Em estudo realizado por Brito et al. (2015), tanto o OE de L. sidoides 

quanto o timol, tiveram efeito fungicida sobre cepas de Candida spp., sendo a 

concentração fungicida mínima de 128 a 512 μg.mL-1, para o OE, enquanto para o timol, 

a concentração fungicida mínima variou entre 64 e 128 μg.mL-1.
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Figura 10: Crescimento micelial do fungo Corynespora cassiicola em meio BDA acrescido de diferentes concentrações de óleos essenciais de Lippia 

sidoides (LS) e Lippia gracilis (LG), após nove dias de cultivo, à temperatura ambiente e sob luz contínua. 

LG 

LS 

0,2% 0,5% 0,7% 1,0% 1,2% 0% 
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O OE de M. arvensis demonstrou eficiência inibindo o crescimento micelial de C. 

cassiicola in vitro (Figura 11a). Os resultados são promissores e coloca o óleo dessa 

espécie como forte candidato para ser usado no controle doença em campo, o que pode 

viabilizar e agregar maiores resultados no produto final, pois fará uso de um controle 

natural que não agride o meio ambiente e nem causa danos no produto, e 

consequentemente ao consumidor. A atividade antifúngica desse óleo vem sendo 

demonstrada em diversos estudos. Diniz et al. (2008) investigando, in vitro, a atividade 

antifúngica do OE de M. arvensis, nas concentrações de 10 e 100 µL contra os patógenos 

Aspergillus sp., P. rubrum, Sclerotinia sp., F. verticillioides e C. cassiicola, constataram 

que no tratamento com 0,1%, todos os fungos em estudo sofreram ação fungicida do OE 

de menta que variaram de 80% a 100% de inibição do crescimento micelial.   

Os produtos do metabolismo secundário de M. piperita, que tem como componentes 

majoritários mentol, mentona, metil acetato e pulegona possuem ação inibitória capaz de 

cessar o crescimento micelial de C. cassiicola in vitro (Figura 11b). Romero (2013), 

observou a ação de dois desses monoterpenos, no crescimento micelial de C. cassiicola, 

nas concentrações 250; 500; 1000 e 5000 μg.mL-1 obtendo inibição completa para o 

monoterpeno mentona no crescimento micelial nas duas maiores concentrações 

utilizadas, para o mentol, os resultados foram semelhantes, obtendo completa inibição do 

crescimento micelial nas maiores concentrações. 
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Figura 11: Crescimento micelial do fungo Corynespora cassiicola, em meio BDA acrescido de diferentes concentrações de óleo essencial de Mentha 

piperita (MP) e M. arvensis (MA), após nove dias de cultivo, à temperatura ambiente e sob luz contínua.
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Os compostos bioativos majoritários (eugenol, 1,8-cineol, β-selineno, trans-

cariofileno e cis-ocimeno) presentes em O. gratissimum, apresentaram atividade 

inibitória para o crescimento micelial de C. cassiicola (Figura 12). Essa ação direta do 

OE de O. gratissimum já havia sido relatada por Souza Junior et al. (2009), que avaliaram 

o efeito de diferentes concentrações 1; 3; 5 e 10 µL.mL-1 do OE sobre o crescimento 

micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides Penz. A partir da concentração de 

0,001%, a inibição do crescimento micelial foi total.  

Em estudo realizado por (DE CASTRO et al., 2019), analisando a variação sazonal 

da capacidade antifúngica do OE de O. gratissimum (timol/γ-terpinene/p-cimene) 

constataram que, os constituintes inibiram 100% do crescimento micelial e da 

esporulação de C. cassiicola, na concentração de 0,7 μL.mL-1. Vários trabalhos 

relacionam o teor e a composição química do óleo essencial 

produzido por plantas com a sazonalidade. BOTREL et al. (2010) obtiveram maior teor 

de óleo essencial de Hyptis marrubioides no verão e na primavera quando comparados 

com o teor obtido no inverno. Nos estudos de CUNHA (2011) o óleo essencial de Aniba 

duckei possui maior teor nos meses secos do que nos períodos chuvosos. SANTOS e 

MARTINS (2007) verificaram diferenças no teor relativo de citral e geraniol no óleo 

essencial do Cymbopogon citratus em função do horário e do local de coleta. 
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Figura 12: Crescimento micelial do fungo Corynespora cassiicola, em meio BDA acrescido de diferentes concentrações de óleo essencial de Ocimum 

gratissimum, após nove dias de cultivo, à temperatura ambiente e sob luz contínua.

OG 
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5.3 EFEITO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS NA PRODUÇÃO E GERMINAÇÃO DE 

CONÍDIOS DE ISOLADO DE Corynespora cassiicola 

 

Na produção de esporos de C. cassiicola, a concentração de 0,2% do OE de L. 

sidoides inibiu 100% a esporulação, enquanto, nessa mesma concentração, o OE de M. 

piperita inibiu 68,60%. Para as demais concentrações e tratamentos, a inibição da 

esporulação do patógenos foi 100% (Tabela 8). 

 

 Tabela 8: Porcentagem de inibição da esporulação (PIE) de Corynespora cassiicola 

submetido a diferentes concentrações dos óleos essenciais 

 

 

[%] 

Porcentagem de inibição da esporulação (PIE %) 

Lippia 

sidoides 

Lippia 

gracilis 

Mentha 

piperita 

Mentha 

arvensis 

Ocimum 

gratissimum 

     

0,0 *** *** *** *** *** 

0,2 100  98,81  68,60 b 94,21  87,79  

0,5 100  100  100  100  100  

0,7 100  100  100  100  100  

1,0 100  100  100  100  100  

1,2 100  100  100  100  100  

CV (%) 7,66     
Valores seguidos da mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 

5% de probabilidade. 

 

Os OEs de L. gracilis e M. arvensis, na concentração de 0,2% inibiram em 100% a 

germinação de conídios (IGC) do patógeno. Com os demais OEs a inibição de 100% da 

germinação dos conídios foi obtida a partir da concentração de 0,5%, sendo que para o 

OE de O. gratissimum 100% de inibição foi obtida na concentração de 1,2% (Tabela 9). 

 

Tabela 9: Porcentagem de inibição da germinação de conídios (PIG) de Corynespora 

cassiicola mantidas em câmara úmida, em estufa, à 22 ºC ± 2 ºC, com fotoperíodo de 12 

h, durante 24 horas. 

 

[%] 

Porcentagem de inibição da germinação de conídios (PIG %) 

Lippia 

sidoides 

Lippia 

gracilis 

Mentha 

piperita 

Mentha 

arvensis 

Ocimum 

gratissimum 

     

0,0 *** *** *** *** *** 

0,2 99,37  100  99,71  100  90,80  

0,5 100  100  100  100  99,71  

0,7 100  100  100 100  99,71  

1,0 100  100  100  100  99,71  

1,2 100  100  100  100  100  
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CV (%) 2,34     
Valores seguidos da mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 

5% de probabilidade. 

 

Há poucos relatos do efeito de OEs na esporulação e germinação de conídios do 

fungo C. cassiicola. Lippia spp., apresentou melhores percentuais de inibição da 

esporulação (PIE). Os OEs de L. sidoides e L. gracilis, na concentração de 0,2%, inibiram 

em 100% e 98,81% produção de conídios, respectivamente. O OE de M. arvensis, nessa 

mesma concentração inibiu em 94,21% a esporulação do fungo. Resultados semelhantes 

foram obtidos em relação a germinação dos conídios, mostrando o potencial dos OEs na 

inibição da produção e da germinação de conídios do patógeno. 

A presença dos fenóis monoterpênicos, timol e carvacrol, presentes no óleo de L. 

sidoides e L. gracilis pode ser responsável pela atividade inibitória da esporulação e 

germinação de conídios de C. cassiicola. Zambonelli et al. (1996), mencionam que a 

presença de grupos hidrofílicos na estrutura molecular aumenta significativamente a 

atividade antibacteriana e/ou antifúngica dos OE. Esses dois bioativos diferem apenas 

pela posição do grupo OH no anel aromático, diferença apenas estrutural entre as duas 

moléculas, influenciando muito pouco a ação desses constituintes.  

O mentol, um álcool monoterpênico, presente no óleo de M. arvensis e M. piperita 

se apresenta como um dos principais bioativos, com potencial de atuar inibindo a 

esporulação e germinação dos conídios de C. cassiicola. Caccioni e Guizzardi (1994), 

analisando vários monoterpenos, sejam hidrocarbonetos ou oxigenados com diferentes 

grupos funcionais (fenóis, aldeídos, cetonas, éteres, epóxidos), relataram que a ação 

desses compostos é provavelmente resultado da penetração de quitinase na parede da hifa, 

danificando a membrana citoplasmática fúngica. O mecanismo de ação do timol e do 

carvacrol deve-se à capacidade que estes apresentam em atravessar a membrana celular 

do micro-organismo provocando alterações; capacidade esta que pode estar relacionada 

com as propriedades físico-químicas destas moléculas, considerando suas características 

lipofílicas e, ao mesmo tempo, devido a sua solubilidade em água (Cristani et al., 2007; 

Xu et al., 2008; Hammer e Heel, 2012; La Storia et al., 2011).De acordo com Poulose e 

Croteau (1978), esta ação causa a lise e a liberação de adenosina trifosfato (ATP) 

intracelular, com consequente morte celular. 

De acordo com Aquino et al. (2014), a inibição da germinação dos conídios é 

fundamental no controle das doenças, pois esse tipo de propágulo geralmente é o iniciador 

da infecção. Para o uso efetivo dos OEs e seu sucesso, é preciso que eles não apenas 
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inibam o crescimento micelial do patógeno, mas também inibam a esporulação e 

germinação de seus conídios. 

A partir da análise dos efeitos dos OEs deduz-se que eles apresentam fenóis 

monoterpênicos e álcoois monoterpênicos não apresentam diferenças significativas frente 

ao fitopatógeno C. cassiicola, e ambos inibiram a esporulação e germinação dos conídios 

do fitopatógenos.  

 

 

5.4 EFEITO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS NA SEVERIDADE DA MANCHA-ALVO 

EM TOMATEIROS 

 

Na avaliação da severidade da mancha-alvo em tomateiros, onde se utilizou duas 

dosagens para cada óleo essencial, ficou dividido os resultados por dose/concentração 

(0,2 e 1,0%) para cada tratamento. Constatou-se que os tratamentos utilizando os óleos 

reduziram ou retardaram o desenvolvimento da doença em casa-de-vegetação (Figura 13 

e 14). As plantas tratadas com fungicida Carbendazim (T13) não apresentaram tecidos 

necrosados, dessa forma, não se observaram sintomas da doença no decorrer dos dias de 

avaliação. 

No experimento in vivo, em casa-de-vegetação, percebeu-se que os tratamentos 

utilizando M. piperita (T5, T6), M. arvensis (T7, T8) e O. gratissimum (T9, T10), 

apresentaram de pouca à moderada eficiência, sendo incapazes de reduzir a severidade 

ou retardar o aparecimento dos sintomas, nas duas concentrações avaliadas.
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Figura 13:  Curvas de progresso da mancha-alvo em tomateiros tratados com óleos essenciais na dosagem de 0,2%. T1 – Lippia sidoides; T3 – Lippia 

gracilis; T 5 – Mentha piperita; T7 – Mentha arvensis; T9 – Ocimum gratissimum; T11 – água destilada (30 mL por planta); T12 – Suspensão de 

conídios (106-30 mL por planta) e T13 – Fungicida Carbendazim – (dose: 0.8 a 1 L p.c.ha). 

Escala de notas: 1 – folíolo sádio; 2 – severidade baixa, até 10% de tecido lesionado; 3 – severidade média, 11 a 20% do tecido lesionado; 4 – 

severidade média-alta, de 21 a 40% de tecido lesionado; 5 – severidade alta, áreas grandes necrosadas com área lesionada acima de 40%. 
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Figura 14:  Curvas de progresso da mancha-alvo em tomateiros tratados com óleos essenciais na dosagem de 1,0%. T2 - Lippia sidoides; T4 – Lippia 

gracilis; T 6 – Mentha piperita; T8 – Mentha arvensis; T10 – Ocimum gratissimum; T11 – água destilada; T12 – Suspensão de conídios (106 

conídios.mL-1 ) e T13 – Fungicida Carbendazim – (dose: 0,8 a 1 L p.c.ha). 

Escala de notas: 1 – folíolo sádio; 2 – severidade baixa, até 10% de tecido lesionado; 3 – severidade média, 11 a 20% do tecido lesionado; 4 – 

severidade média-alta, de 21 a 40% de tecido lesionado; 5 – severidade alta, áreas grandes necrosadas com área lesionada acima de 40%. 
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Observa-se na Figura 13 e 14 que as plantas tratadas com óleos de L. sidoides (T1, 

T2) e L. gracilis (T3, T4) nas duas concentrações 0,2 e 1,0% foram capazes de controlar 

a mancha-alvo, apresentando severidade com notas menores ou iguais a três, dependendo 

do dia avaliado, reduzindo significativamente a severidade da doença nas plantas e não 

havendo aumento da severidade da doença no período de avaliação (32 dias).  

Os metabólitos secundários, como o timol, presente nos óleos essenciais de Lippia 

spp., aparentemente, proporcionaram melhor ação antifúngica isso se deve aos compostos 

com estrutura fenólica, terem atuados diretamente no desenvolvimento do patógeno e 

ativado mecanismo de defesa das plantas hospedeiras. Romero et al. (2013), relatam que 

vários óleos essenciais que possuem, em sua composição, timol e /ou carvacrol, 

apresentam atividade antimicrobiana contra um amplo espectro de microrganismos.  

 Mourão et al. (2020), avaliando a atividade de diferentes concentrações (0,01; 

0,05; 0,1; 0,25 e 0,5%) do OE de L. sidoides no controle da mancha-de-bipolaris, causada 

por Bipolaris maydis (Y.Nisik. & C.Miyake) Shoemaker., de forma preventiva e curativa, 

constataram que, de forma preventiva, a redução da doença ocorre a partir da 

concentração de 0,05% e mantem-se, bom nível de controle, nas concentrações de 0,1 a 

0,25%. Na maior concentração testada (0,5%) houve uma redução na severidade da 

doença de até 91%. Já na aplicação curativa, verificou-se, na concentração de 0,1%, maior 

nível de controle, com redução de 82% na severidade da doença. Assunção et al. (2013), 

avaliando o efeito antifúngico dos extratos brutos aquosos de alecrim pimenta (Lippia 

sidoides Cham.) e noni (Morinda citrifolia) sobre a cercosporiose da alface (Lactuca 

sativa), constataram uma redução no tamanho das lesões, sugerindo efeito sistêmico dos 

extratos, reduzindo o desenvolvimento do micélio no interior do tecido foliar. 

Os OEs de L. sidoides e L. gracilis se apresentam como fortes candidatos a serem 

futuramente utilizados como biofungicidas naturais no manejo da mancha-alvo em 

tomateiro, devido à eficácia apresentado neste estudo. Seus compostos bioativos e 

metabólitos secundários possuem ação fungistática, comprovada nos ensaios in vitro 

desta pesquisa. Em relação ao manejo in vivo, em casa-de-vegetação, os OEs foram 

capazes de retardar o aparecimento dos sintomas das doenças, desde a primeira avaliação 

(oitavo dia), o que se presume que esses compostos bioativos são capazes de ativarem na 

hospedeira, os mecanismos de defesa pós-formados, reduzindo significativamente a 

severidade da macha-alvo.  

Os resultados aqui obtidos sugerem que os OEs das espécies L. sidoides e L. gracilis 

podem ser utilizadas como alternativa para o controle da mancha-alvo, devido, 
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provavelmente, a fração correspondente aos seus princípios ativos timol e carvacrol que 

apresentam uma destacada participação na composição desses óleos. Podendo ser 

utilizado á campo em soluções emulsificadas, onde mistura-se a fase oleosa a um solvente 

orgânico como o etanol, água destilada e um agente emulsificante como o Tween 80 a 

0,5%, onde será utilizado pequenas dosagens, sendo aplicado em forma de solução. No 

entanto, mais estudos devem ser realizados visando a viabilidade dessa técnica, o custo 

benefício e maiores informações a respeito do efeito desse gênero vegetal e sua ação 

fungitóxica e fungistática em C. cassiicola. 
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6.  CONCLUSÕES  

Os óleos essenciais de L. sidoides, L. gracilis, M. piperita, M. arvensis e O. 

gratissimum, apresentaram efeito fungitóxico sobre C. cassiicola. Nos testes in vitro, 

houve atividade antifúngica contra o patógeno desde a menor concentração 0,2% avaliada 

e, em condições in vivo, os OEs apresentaram atividade capaz de reduzir 

significativamente a severidade e incidência da mancha alvo em tomateiro nas duas 

concentrações avaliadas em casa de vegetação, tendo maior atividade os óleos de L. 

sidoides e L. gracilis. 
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